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(57) Abstract 

Novel biopolymer derivatives in the form of precursor! of crosslinkable products, crosslinkable products or at least partially crosslinked 
products. The invention concerns. In particular, a biopolymer, and especially collagen, modified with grafts of cystein residues or derivatives 
thereof (eystek residues) bound to reactional functions, that are carried by said biopolymer and each comprising at least one sulphurous 
grouping and at least one nitrogenous grouping, both protected by the one and only protective grouping. The invention also relates to a 
method of obtaining such a biopolymer. Hie biopolymer can be used, in particular, in the preparation of biomateriah for obtaining medical 
and especially surgical or cosmetic articles including prostheses, implants and the like. 

(57) Abregt 

La presente invention co n ceme de nouveaux derives de biopolymercs: sous fbnne de precurseurs de produits re^culabies, sous 
tonne de produits rettctdables ou sous forme de produits au moins partieUement reticules. Plus precisement, Pinvention a pour objet 
un biopolymere, en parbxulier coHagene, module* a Taide de greffons constimes par des resides cte cysteine ou de ses derives fYesfctus 
cystetques") lies a des fonctions react! vet dont est porteur ledit biopolymere et compieiuuu chacun au moins un groupement soufrt et au 
moms un groupement axote\ tons deux proteges par un seul et memo giuupetn ent protecteur. L'invention vise, egakment, un precede* 
d' btentton d'un tel bioporymere. Ce biopolymere est susceptible d'etre utilise^ notarnment, dans la preparation de bioniateriaux, a partir 
d esqad s des articles applicable*, par crrmplc en medecinc, et plus particulierement en chirurgie ou en cc^metique, peuvent etre obtemu 
(pTothesM, implants, etc). 
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BIOPOLYMERE MODI FIE PAR INTRODUCTION DE GROUPENENTS SOUFRES. PROCEDE 
D'OBTENTION ET APPLICATIONS A LA FABRICATION- OE BIOMATERIAUX 



5 DOMAINS TECHNIQUE: 

La prisente invention concerae de nouveaux d£riv£s de biopolymeres : 

- sous forme de pricurseurs de produits riticulables, 

- sous forme de produits reticulables, 

10 - ou sous forme de produits au moins partielieroent r&culds. 

De tels derives sont susceptibles d'etre utilises, notamment, dans la 
preparation de biomateriaux, A paitir desquds on peut obtenir des articles applicable*, 
par exemple en mWedne, et plus particulierement en chirurgie ou en cosmetique. 
Parmi ces articles, on peut citer : 
15 - les tissus ou les organes artifidels, tels que la peau artifidelle, les protheses ou 
implants osseux, ligamentaires, cardiovasculaires, imra-ocul aires, etc, 
• les accessoires raidicaux, tels que les fils de sutures ou les revetements de 
biocompatibilisation d'articles m&iicaux implantables, 

- ou bien encore les syst&mes de bioencapsulation (implants, microspheres, 
20 microcapsules), permettant la liberation control 6e de principes actifs. 

invention concerne, 6galemernent, Tun des procgdgs d'obtention de ces 
nouveaux d£tiv£s de biopolymeres. 

Les biopolymeres doivent etre des materiaux biocompatibles et capables 
de s'assimiler au mieux aux materiaux biologiques, notamment sur le plan mecanique, 
25 de maniAre & pouvoir les remplacer. 

Les biopolymeres considers dans le present expos£ sont toutes les 
macromolicules d*origine naturelle ou synthltique et de nature prot&que et/ou 
glucidique et/ou Hpidique. 

Sans que cda ne soit limitatif, on s'interessera id plus specifiquement aux 
30 dirivfa de collagene. 

Le collagene est une proteine connue, prisente a t us les niveaux de 
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1'organisation des tissus conjonctifs : il s'agit de la principale proteine de la peau et 
du tissu conjonctif. Par nature, il possede des caracteristiques biochimiques et 
physico-chimiques relativement bien adaptees pour des utilisations en tant que 
biomateriaux. 

S Au sens de la prtsente invention, il est a noter que le terme "collagene" 

designe egalernent tout peptide de nature collagenique, tel que le collagine natif avec 
ou sans telopeptides, pu toute espece de collagene plus ou moins denature, gelatine 
y compris. 

10 TECHNIQUE ANTERIEURE : 

Pour adapter les biopolymeres, en particulier le collagene, a leurs applications, 
il est ties vite apparu necessaire de les soumettre a des modifications chimiques en vue Ac 
leur coaferer de nouvelles propriety chimiques et/ou biochimiques et/ou physiques, dont 
15 notamment une meiUcuie resistance mecanique et une meiUeure resistance a la proteoryse. 

S'agissant du collagene, on distingue trois types de modifications chimiques 
ay ant en commun Is mise en reaction d\me on plusieurs fonctions libres reactives du 
collagene avec an moins un compose organique on mineral : 
• auto reticulation du collagene sous l'effet du compose ajoute, 
20 - reticulation du collagene k Faide d*un compose difoncttonnel creant des pontages entre les 
chaines, 

- greffage d*un reactif monofonctionnel C*greflFon n ) sur le collagene, de facon a modifier son 
comportement chimique et/ou physique. 

II va de soi quit existe un plafond de reticulation et/ou de fonctionnalisation du 
25 biopolymcrc, par des greffons refcculants. Ce plafond est dependant du nombre de sites ou 
de fonctions reactives presentes sur chaque chaine de collagene. 

Bien que la composition d'acides amines puisse varier selon l'origine du 
collagene (peau ou os de pore) et la mdthodc d'extraction (digestion en milieu acide on 
basique) de la proteine, on pout determiner la composition moyenne en acides amines 
30 fonctionnels suivante (exprimee en nombre d'acides amines pour cent acides amines de la 
proteine) : acide glutamique e 7 9 acide aspartiquc « 4, serine « 2, threonine * 3, 
hydroxyproline « 8 t arginine 5, lysine * 3. 
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Les techniques de reticulation chimiquc connues en la matiere font intervcnir des 
reactift toxiqnes (dialdchydes, glutaraldehydes, chiomre de diacide et diisocyanates) et/on 
generent des rendus affectes da mexne defaut. 

II a ete propose, egalement, d'exploiter le pontage Ie plat coaremment rencontre 
sur le plan biofogique, la liaison disulfure - S - S -. 

L'article intitule "Einbau von cystin -bracken in kollagen", F. SCHADE & H. 
ZAHN, Angew. Chem 74. 904 (1962), deem ainsi la fixation directe (fun derive de 
la cystine sur du collagene, pour tenter <f effectuer une reticulation par pontage S - S 
- ("thiolation du collagene 0 ). L'agent reticulant mis en oeuvre est un derive de la 
cystine, dans lequel les deux fonctions amines de la cystine ont ete bloquees par un 
groupement protecteur, du genre benzyloxycarbonyle et dans lequel les deux fonctions 
acides de la cystine ont ete activees par esteriftcation a 1'aide de nitrophenol. Le 
greffage de ce deriv6 de cystine sur le collagene s'opere dans un milieu neutre a base 
de dimethylformamide et d'eau. Apres greffage sur le collagene, les ponts disulfide 
ont 6t6 riduits, puis reoxydes par I'oxygene de Fair (facteur tfautoreticulation) en 
milieu basique. 

On conn alt egalement, par la demande de brevet EP o 052 288. ainsi que 
par la demande de brevet FR 92-07 692 au nom de la Demanderesse, une modification 
du collagene consistant & lui greffer, sur ses fonctions reactives de type NH 2 et OH, 
des greffons formes par un compose" d'espacement et un reste cystetque (= cysteine). 
Dans ces deux demandes de brevet, les composes d'espacement sont, respectivement, 
un diald&ryd'e et un diacide carboxylique. 

H est a souligner que ces deux techniques sont relativement complexes et 
comprennent un nombre important d'etapes. En particulier. elles imposent de passer 
par une forme reticulee S - S du collagene, d*ou il s'ensuit que les formes reticuiables 
ne peuvent etre obtenues qu'apres une etape de reduction plus ou moins complexe. 

D'autres propositions de 1'art anterieur reposent sur l'emploi de composes 
reactifs du type N-acetylhomocysteinethiolactone (cf. brevet US^A-l 7 12 193, US-A-3 329 
574. US-A-3 ill 512, EP-A-0 049 469). La protection de la fonction amine de 
Homocysteine par "N-acetalisation", mise en oeuvre dans ces propositions 
techniques, est particulierement genante en raison de sa non reversibilite. Aucun des 
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susdits documents ne donne cTailleurs de moyens faciles pour l'elimination de ce 
groupement protecteur. 

Dans un autre registre que celui de la modification chimique de 
biopolymeres, et en particuiier de coJlagines, on conn alt la 4-carboxy-L-thiazolidine, 
5 susceptible d'etre obtenue par condensation d'aldehyde ou de c£tone avec la cysteine 
et utilisee en synthase peptidique en tant que substituant d'acides amines. A cet egard, 
on se reforera aux articles suivants : 

- T. W. GREENE, P. O. M WUTS ; John Wiley & Sons (NEW YORK), 1991, p. 292 : 
"Protective Groups in Organic Synthesis" (Voirigdement inferences cities dans cet 

10 article). 

- ROSAMOND & FERGER - Oxytocyn Analogues - Journal of Medicinal Chemistry, 
1976, vol. 19, n° 7, p. 873-876 : "Synthesis and Some Pharmacological Properties 
of Oxytocin Analogues Having L-Thtazolidine-4-carboxylic Acid in Position 7 1 ". 

Aucun de ces articles ne suggere la mise en oeuvre de la 4-carboxy-L- 
15 thiazolidine en tant que greffon de biopolymeres et, en particuiier, de collagene, afin 
de lui apporter une fonctionnaliti "thiolee" de reticulation. Qui plus est, ces articles 
auraient plutot tendance a ddtoumer lliomme du metier de la demarche consist ant & 
recourir a ces produits k titre de grefFons. En effet, ces articles preseritent la 
protection de la fonction amine du cycle thiazolidine comme une etape indispensable 
20 et il est clair qu'une telle disposition est contraignante dans une perspective 
industridle. 

Force est done de constater que Tart anterieur ne comprend que des 
propositions non satisfaisantes en mattere de modifications chimiques de 
biopolymeres, et en particuiier de collagen es, a des fins de preparation de matSriaux 

25 "prdreticulables", r£ticulables et r£ticules par formation de pontages S - S. 

H s'ensuit que la prfoente invention vise & fournir un biopolymere, et en 
particuiier un collag&ne, modify, pr£curseur de formes r£ticulables par formation de 
ponts disulfides en presence d'oxydants doux procurant une excellente maitrise de la 
cinetique et du taux de reticulation. 

30 Un autre but de ('invention est de fournir un biopolymere, en particuiier 

un collagene, "thi Ie° i. e reticulable et issu d'une forme stable "prereticulable w . 
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Un autre but de 1'invcntion est de foumir un biopolymere, et en particulier 
un collagene, modify se presentant sous forme de rtticulat comprenant des pontages 



S-S 

Un autre but de I'invention est de foumir un procgde* de preparation de 
biopoJymeres modifies, en particulier de collagenes. simple a mettre en oeuvre et 
conduisant a des precurseurs de formes reticulables, lesquels precurseurs etant stables 
et transformables faeilement en produits reticulables, sans qu'H soit necessaire de 
passer par des formes reticulees. 

BREVE DESCRIPTION DE INVENTION : 

Tous ces buts. panni d'autres, sont atteints par la presente invention qui 
concerne, tout d'abord, un biopolymere, en particulier collagene, modify a l'aide de 
greffons constitues par des risidus de cysteine ou de ses derives ("rfeidus cysteiques-) 
lies a des fonctions reactives, dont est porteur ledit biopolymere et comprenant 
chacun au moins un groupement soufre et au moins un groupement azote, tous deux 
proteges par un seul et meme groupement protecteur. 

Les residus cysteiques sus-mentionnes sont des composes comprenant au 
moins une fonctionnaJite soufWe du type thiol et au moins une fonctionnalite azotee 
du type amine. H petit s'agir, par exemple. de restes de cysteine, dTiomocysteine. de 
penicillamine, etc. 

I/une des originality de I'invention reside dans le fait tfavoir train* un 
groupement protecteur, constitue par une seule et meme emit*- moleculaire, et 
s'appariant particulierement bien a la fois aux groupements soufreY et aux 
groupements azotes du residu cysteique. 

DESCRIPTION DETAULEE DE LINVENTIQN : 

De maniere priferee. ce greffon repond a la formule generate suivante : 
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10 dans laquelle : 

- x est un nombre en tier et lorsque ce norabre en tier est supirieur k 1, R 1 et R 2 
peuvent 6tre identiques ou differents de carbone a carbone, 

- y est un nombre entier; 

- R\ R* R\ K 4 sont semblables ou differents et repr£sentent ITiydrogene ou un 
1 5 radical hydrocarbon*, de preference choisi parmi les alkyles lintaires et/ou cycliques 

et/ou ramifies, les azyles, les aralkyles, les alc£ny)es, les aralcinyles, les alcynes u 
les aralcynes, to us ces radicaux 6tant dventuellement substitues, et les alky les 
inftrieurs en C,-C e etant plus particulierement pr£fer£s, 

- R 5 est l'hydrogene ou un radical hydrocarboni. de preference choisi parmi les 
20 radicaux acyles, alkyloxycarbonyles, aryloxycarbonyies ou aralkyloxycarbonyles, 

l'hydrogene etant plus particulierement preftr6. 

Ce greffon est directement Hi aux biopolymeres par I'intennediaire de sa 
fonction carboxyltque, laquelle est apte A reagir avec les rites reactifs de type NH 2 
et OH du biopolymere, lorsqu'il en poss&de. Et c'est bien le cas en ce qui conceme 
25 le collagene. 

Comme cela ressort de la fonnule (I), le greffon peut etre constitue de y 
unites recurrentes, ce qui lui donne un caractere de polygreffbn, \ti & au moins un site 
de substitution du biopolymere par rinterm^diaire du carbonyle. 

Avantageusement, x et y sont egaux a 1 ou 2, de preference a 1, 
30 independamment Tun de Vautre. 

Selon une dispositi n preferee de l'invention, les substituants R\ R 3 , R 3 
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et R 4 du greffon I selon Pinvention correspondent a lliydrogene ou aux radicaux 
alkyles inferieurs suivants : m&hyle, ethyle, propyle, butyle. 

De fafon encore plus privitegi6e, R 1 - R* = H ou CH, et R 3 = R 4 «= CH,. 

Pour completer la definition de ce mode prefers de realisation du greffon 
5 selon rinvention, il convient d 1 indiquer que la forme la plus courante est celle dans 
laquelle : x = y = 1 avec R\ R 2 = H et R 3 = R 4 = CH,. On est alore en presence (Tun 
reste 4-carbonyle-L-thiazolidine fixe sur les chaSnes du biopolymere et, en particulier, 
du collag&ne. 

Les produits ainsi transform 6s constituent des pricurseurs de ceux se 
10 presentant sous forme r&iculable. Ces precurseurs pr6sentent l'avantage d'etre 
particulierement stables a l'air libre et de pouvoir etre utilises directement pour 
1'obtention de biomateriaux reticulables, dans une premiere etape, et de biomat£riaux 
reticules dans une deuxieme £tape. 

La premifcre etape consiste simpiement a mettre le biopolymere lie au 
IS greffon I dans une solution aqueuse, au sein de laquelle se produit la liberation du 
groupement protecteur raasquant les fonctions thiols, lesquelles sont aptes a 
s'autoriticuler dans une deuxieme etape et ce, de mani&re spontanee ou par mise en 
oeuvre d'une oxydation, de preference douce. 

La presente invention a done 6galement pour objet : 
20 - d'une part. le biopolymere, en particulier le collag&ne, thiote obtenu a parti r du 
precurseur ddfini ci-dessus, 
- et. d'autre part, le biopolymere, en particulier le collagene, reticute par formation 
de ponts disulfures et obtenu directement & partir du produit thiole et, de fait, 
indirectement k partir du pricurseur, 
25 Ces trois types de biopolymeres ou collagenes modifies sont ais£ment 

fafonnables et manipulables tndustriellement II convient, en outre, de souligner le 
caractere simple et iconomique de leur synthese. De plus, ils permettent d'obtenir des 
articles mtdicaux du type implants, protheses ou peaux artificielles, atoxiques, non 
immunogenes et dont les propri&es rnecaniques et biologiques peuvent etre 
30 parfaitement adaptees & 1'application visee. 

Dans le mode prtfere de mise en oeuvre de rinvention, ce substituant R 5 
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correspond & ITiydrogene. Cette caractiristique est particulierement originate et 
avantageuse car etle traduit te fait que, conformiment & I'invention et de maniere 
surprenante et inattendue, il n'est pas necessaire de prfvoir une protection sur le 
groupement axote (amine) du greffon L Ce!a supprime toute une serie d'op£rations 
5 et de reactifs plus ou moins fariles a eiiminer et susceptibles de polluer Je 
biomateriau. II va de soi que cet avantage ne saurait etre considere comme une 
limitation de I'invention. Axnsi, le substituant R s peut etre constitue par tout 
groupement protecteur connu en lui-meme et approprie en syn these pepti clique, . g : 
benzyloxycarbonyle, nitrobenzyloxycarbonyle, butoxycarbonyle ... 

10 Le taux de greffage de ce biopolymere, en particulier de ce collag&ne, 

modifie peut varier dans une large plage de valeurs. Ceci est particulierement 
interessant au regard de 1'adaptabilite, notamment sur le plan des proprietes 
xnecaniques, du biomateriau dans sa forme reticulee, a diverses applications finales. 

Suivant une caract6ristique avantageuse de I'invention, le greffon I est fixe 

15 stir le biopolymere, dans une concentration inferieure ou tgale a environ 3,0 mmol 
de (I)/g de collag&ne. 

Le collagene est un biopolymtre, qui s'inscrit particulierement bien v mais 
non limitativement. dans le cadre del 'invention. II peut s'agir de collagene natif, avec 
ou sans teiopeptides, ou bien encore de collagene sous forme denaturee (debobinie), 

20 Selon un autre de ses aspects v la presente invention concern e un proc&de 

de preparation (fun biopolymere, en particulier de collagene modifie, consistant, 
essentiellement : 

- a mettre le biopolymere de depart en presence cfun solvant, de 
preference organique, 

25 - a mettre en oeuvre au moins un greffon constitue par au moins 

un risidu cysteique comprenant au moins un groupement soufre 
et au moins un groupement azote, tous deux proteges par un 
seul et meroe groupement protecteur, 
* a faire reagir le biopolymere solvate avec le greffon, 
30 - et & recuperer le biopolymere ainsi modifie. 

Selon une caracteristique prdferte de ce procede, le greffon repond a la 
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fonnule generate (T) suivante : 



(T) 



10 



15 



20 



25 



30 




dans laquelle : 

- x est an nombre 

entier et lorsque cc nombre entier est superieur a 1 , R» et R a peuvent etre identiques 
ou differents de carbone a carbone, 

- y est un nombre entier, 

- R\ R J , R*. R 4 sent sembJables ou differents et represented Ilydrogene ou un 
radical hydrocarbone. de preference choisi parmi (es alkyles lineaires et/ou cycliques 
et/ou ramifies, les aryles, les aralkyles, les alcenyles, les aralcenyles, les alcynes ou 
les aralcynes, tous ces radicaux etant eventuellement substitues, et les alkyles 
inferieurs en C,-C 4 etant plus particulierement preferfe, 

- R 5 est lliydrogene ou un radical hydrocarbone, de preference choisi parmi les 
radicaux acyles, alkyloxycarbonyles. aryloxycarbonyles ou aralkyloxycarbonyles. 
lliydrogene etant plus particulierement prefere, 

- 2 - H. halogene, OR 6 avecR 6 * hydrogene, alkyle, aryle ou aralkyle. imidazole ou 
autres residus mineraux ou organiques. aptes a conferer au greffon tme reactivity 
vis-a-vis des fonctions amines et/ou alcools du bioporymere, afin de former des 
liaisons covaJentes de type ester et/ou amide. 

Le principc de ce proc&ie consiste done a faire reagir le greffon T avec 
les sites reactifs des chaJnes du poly mere (NH„ OH dans le cas du collagene). Les 
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liaisons ainsi formees sont done des liaisons esters ou peptidiques qui permettent 
d'apporter, au travers du compose T t une fonctionnalisation azotee et soufree, cette 
derniere conferant aux biopoly meres une aptitude a la reticulation. 

Avantageusement, R 3 , R 3 et R 4 = CH 3 ou H dans la formule P Plus 
5 preferentiellement encore, R 1 , R 2 - CH 3 et R\ K 4 = H. 

De mime que pour le greffon r ddcrit ci-avant, x et y correspondent, 
avantageusement, & 1. 

R 3 representee quant a lui, lliydrogene ou un groupement protecteur des 
amines conventionnels, lliydrogene etant plus couramment retenu. 
10 S'agissant de Z, on selectionne avan tageusera ent un hydroxyle (f rme 

acide de la molecule) ou des radicaux d'activation classtque en synthese peptidique, 
comme eel a sera decrit infra. 

A titre (fexemples de greffons P on peut dter : le 4-carboxy-2,2- 
dimethylthiazolidine, le 4-carboxy-thiazolidine ou le 4-carboxy-2A5,5- 
15 tetramethylthiazolidine. 

Conformement a une modalite pref6ree de f'invention, le biopolymere de 
depart est un collagene natif ou un ateiocollagene, denature ou non, ou bien encore 
un melange d'au moins deux de ces differents collagenes. 

Le proc£de selon 1'invention permet un greffage simple et 6conomique du 
20 composi P sur le biopolymere. A ce propos, on peut d'ailleurs signaler que, dans le 
cas ou le greffon T est forme de maniire preferie de 4-carboxythiazolidine, n a 
affaire k un reactif disponible facilement, preparable par condensation de cysteine 
avec une cetone ou un aldehyde. 

Conformement a une modalite preferee de Finvention, le biopolymere de 
25 depart est un collagene natif ou un ateiocollag&ne, denature ou non, ou bien encore 
un melange d'au moins deux de ces differents collagenes. 

En pratique, le biopolymere collagene de depart est solubilise ou disperse 
dans le milieu solvant, de preference anhydre. Suivant une disposition avantageuse 
de 1'invention, ce solvant est selectionne parmi les solvants rganiques et, de 
30 preference, parmi la liste non limitative suivante : NJJ-dimethylformamide, N,N- 
dimethylacetamide, N-methylpyrroIydone, dimethylsulfoxydc, methanol, ethanol. 
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propanol ou autre alcool ainsi que les analogues de tous ces solvants et leurs 
melanges. 

Cette solubilisation (ou dispersion) s'effectue, de preference, separement 
et avant la mise en presence dudit polyraere de depart avec le grefFon T. 
5 Selon une modaltte avantageuse de mise en oeuvre du precede selon 

rinvention, it est prevu d'activer le reste carboxylique du greffon r avant de le faire 
rtagir avec le biopolymere, en particulier le collag&ne. Une telle activation est bien 
connue dans le domaine de la synthese peptidique. Elle consiste k accoupler la 
fonction acide avec des composes aptes a favoriser la formation d'un amide entre le 
10 COOH du greffon V et les sites reactifs de type amide primaire du biopolymere. A 
titre d'exemple de systeme de couplage approprie, on peut citer : 

- le dicyclohexylcarbodiiraide (DCC) en presence ou non de N-hydroxysuccinimide 
ou de N-hydroxybenzotriazole, respectivement HOSu et HOBt, 

- le carbonyldiimidazole (CDI) en presence ou non de N f N-dimethylpyridine 
15 (DMAP). 

La reaction entre le biopolymere solvate et le greffon T (systeme 
d'activation) s'effectue par melange de ses composes et main ti en du milieu reactionnel 
sous agitation pendant plusieurs heures. Une fois la modification chimique du 
biopolymere terminee, on rdcupere celui-ci par precipitation et/ou elimination du 

20 solvant, ladite elimination s'op&re, de preference, par filtration, par separation selon 
un gradient de density (decantation, centrifugation) ou par Evaporation de sol van t 
Pour prgcipiter le collag&ne, on melange avec un additif approprte. L'acetone et 
I'ac&ate d'&hyle sent deux exemples de ce type cTadditif. 

Cette methodologie permet d'obtenir un biopolymere, en particulier un 

25 collag&ne, modife par reaction avec le greffon T t ce dernier repondant k la formule 
(I) une fois li£ au polym&re. 

U s'agit done d'un pricurseur de biopolymire reticulable, i. e thiol e, qui 
peut etre prepare tris aislment en mettant ledit precurseur en presence d'un milieu 
aqueux de diprotection. En pratique, cette d£protection peut consister en une 

30 hydrolyse du groupement protecteur, intervenant lors de la mise en oeuvre dudit 
biornatEriau ou I rs d'une purification, telle qu'une dialyse. Pour eviter que le 
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biopolymere s'autoreticule lore de la dialyse, on effectue celle-ci en milieu acide, a 
un pH, de preference, inferieur ou egal a 4. 

Le biopolymere (collagene) ainsi prepare est fonctionnalise par des 
groupements SH sdon des taux de greffage variables : compris entre 80-90 greffons 
5 (I) (residus cysteiques deproteges) pour 1 000 acides amines du collagene, dans le cas 
ou le bioporyraere considere est form* par cette protetne. 

Pour poursuivre encore la transformation du biopolymere (collagene), il 
est possible de le soumettre, dans sa forme thiolee protegee ou non. a une oxydation, 
de preference dans des conditions douces, aptes a l'aroener a un etat au moins 
10 partiellement reticule, par formation de ponts disulfides. 

Les conditions d'oxydation douces preconisees conformement a l'invention 
consistent a recourir a : I'air, 1'0„ des composes iodes (I* betadine ou analogues), de 
'"HjOj. du persulfate de sodium, etc. 

Une telle oxydation conduit a un reseau tridimensibnnel insoluble dans 
15 les milieux physiologiques et soluble dans des milieux reducteurs capables de reduire 
les ponts disulfures. 

Comme cela ressort de ce qui precede, le procede selon l'invention 
beneflcie de nombreux avantages. 

Tout d'abord, ce procede permet de traiter de nombreux biopolymeres 
possedaht des fonctions reactives OH, NHj. En particuJier du collagene, dans sa 
forme native l sans engendrer de denaturation de sa structure triple helice, ce qui peut 
£tre particulierement inter essant dans certain es applications. 

A cet egard, il faut observer que le collagene modifie sdon l'invention n'est pas 
atteint dans son integrity structure] le et peut etre soumis au traitement connu de 

25 fibrillogenese au pH isoelectrique (phosphate pH environ 7,4). Selon ce traitement, 
on provoque un alignement des triples helices de collagene grace a 1'interaction des 
radicaux charges NH, + et COO" dont est porteur le collagene a ce pH,. 

Or, comme indique supra, le greffbn (1^ est fixd au collagene, par 
formation d'une liaison amide avec les amines, des acides amines collageniques. Les 

30 amines ainsi neutralisees sont remplacees par les amines N-R 5 des greffons (r). 
Ainsi, dans le cas ou R 5 = H, le collagene modifie dispose toujours d'une 
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fonctionnaKt£ amine permettant la fibrillogenese. 

Conform£ment & 1'invention, i! est done possible d'obtenir un align ement et une 
organisation en fibres alignees, des triples helices non denaturees du collagene 
modifie. 

5 La presente invention a done egalement pour objet un collagene raodifie 

caracteris6 en ce qu'il se presente sous forme de triples helices non denaturees et en 
ce que ces triples helices sont organ isies et alignees en faisceau, de maniere a former 
une structure fibreuse. 

Pour completer la liste des avantages du proc£de selon 1'invention, on 
10 indiquera qu'il est de mise en oeuvre ais£e, rapide et iconomique. 

La preparation des differentes formes de modification, a savoir 
pr£curseur, forme thiols forme r6ticul£e, s'effectue de maniere douce, sans 
multiplication de riactifs et d'etapes de precede. 

Les produits intermediaires non hydrolysis qu'il permet d'obtenir sont 
IS stables a 1'air Iibre. 

Le schema reactionnel qui caracterise ce precede est enantioselectif, ce 
qui permet de garantir la biocompatible des materiaux synthetases. 

Les conditions reactionnelles et les reactifs utilises dans le cadre du 
procide selon 1'invention ne sont pas toxiques, ni agressifs en eux-memes vis-a-vis 
20 des tissus vivants, pas plus qu'ils ne sont transform ables en sous-produits ay ant ces 
caract&res. De plus* ces reactifs ne sont pas nombreux et sont facil ement eliminables 
, par des precedes non digradants, comme la dialyse par exemple. 

L'obtention de biopolymeres thioles selon ce precede ne passe pas par la 
formation de biopolymeres sous forme r£ticulie t qui constitue une etape 
25 supplemental re et genante sur le plan Industrie]. 

Ce proc£de selon invention offre egalement la possibility tres appreciable 
de pouvoir controler la ctnltique et le taux de reticulation du collagene, ce qui 
permet, subs6quemment, de moduler ses propriety mecaniques. 

II faut souligner que les produits selon 1'invention sont sterili sables par les 
30 methodes classiques de sterilisation de polymeres biologiques. 
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APPLICATION INDUST RIE!^ , 

U s'ensuit que les produits reticulables scion l'invention trouvent des 
applications immediate*, d'une part, en raedecine humaine et, d'autre part, dans le 
domaine de ia biologie. 

En medecine humaine. il peut s'agir tfimplants, par exemple 
ophtalmologiques, de protheses, par exemple osseuses. de pansements sous forme de 
films ou de feutres, de tissus anificids (epiderme, vaisseaux, ligaments, os), de 
systemes de bioencapsulation (microspheres, microcapsules) permettant la liberation 
contr6Iee de principes actifs in vivo, de revetements de biocompatibilisation d'articles 
medicaux implantables ou bien. encore, de fils de suture. 

En biologie. les matenaux suivant Invention constituent d'excellents 
supports pour cultures cellulaires bidimensionnelles (films) et tridimensionnelles 
(feutres). 

Le collagene reticule selon l'invention peut etre utilise seul ou en melange 
avec des polymeres biologiques modifies ou non ou des polymeres synthetiques. 

Pour chacune des applications biomedicals precitces. il est indispensable 
de disposer d'un collagene, reticule\ possedant des proprietes physicochimiques, 
mecaniques ou biologiques determines et specifiques. Par consequent, il est 
necessaire de maitriser parfaitement les modifications chimiques du collagene. de 
maniere i pouvoir produire une gamme de collagenes reticulables et r6pondre ainsi, 
de facon satisfaisante, aux contraintes apparaissant lors de relaboration du cahier des 
charges d'une application donnee. Comme cela ressort de la description ci-dessus. 
l'invention repond parfaitement a eette necessite. 

D'autres avantages et variantes de la presente invention rcssortent bien des 
exemples de mise en oeuvre du precede suivant l'invention donnes ci-apres. 
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EXEMPLES 

EXEMPLE1 ' MODIFICATION DE COLLAGENE TRIPLE HELICE PAR REACTION 

AVEC LE 4-CARBOXYlrDIMETHYLTHIAZDLIDINE (DMT) [R«, 
R* - H, R\ R* - CO, DANS LE GREFFON 0)]. 

On effectue le gonflemem de 1,5 g d'atelocollagene dans 150 ml de methanol. 
Parallelement a cela, on prepare une solution de DMT (selon la methode de J. KEMP, 
"Org. Chem.". 1989. 54, 3640). 

On met ensuite en oeuvre une etape d'activation par reaction de 1,18 g de DMT- 
COOH et de 1,17 g de carbonyldiimidazole (CDI) dans 10 ml de N-m*thylpyrrolidine 
(NMP) pendant 60 minutes a temperature ambiante. Les deux preparations sont ensuite 
raelangees ensemble pendant 16 heures. La precipitation du collagene est effectuee 
par ('addition d'un litre d'actate d'&hyle. Une filtration et un sechage permettent 
(fobtenir enfin un.produit blanc (1,5 g). 

La teneur du greffon 1 (risidu cysteique) est d&erminee par reaction avec l'acide 
dithionitrobenzofque (DTNB), puis dosage spectrophotometrique. 

RESULTATS : 

[SH] umol/mg collagene modifi* = 0,224, soit environ 26 residus cysteiques par 
chalne de collagene. 

Analyse caloriroetrique : temperature de denaturation en solution tampon pH 7,4 de 
44° C. Ceci est revelateur de la conservation de la triple helice lors du greffage du 
DMT. 

EXEMPLE2 1 DENATURATION ET MODIFICATION DE COLLAGENE PAR 

REACTION AVEC LE DMT (R*. R* - H, R*. R* - CILJ. 

On effectue la dissolution de 1,5 g d'atelocollagene dans un melange de 20 ml de 
methanol (MeOH) et 30 ml de N^thylpyrrolidinone (NMP). Apres evaporation sous 
vide du m&hanol. on obtient une solution transparente de collagene, qui a perdu sa 
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forme en triple helice. 

ParaU element, on prepare une solution de DMT activee par reaction de 1,18 DMT- 
COOH et de 1,17 g de N^J-carbonyldiimidizole (CDI) dans 10 ml de NMP pendant 
60 minutes & temperature ambiante. Les deux solutions sont ensuite m61angees 
ensemble avec 1 g de N,N-dini4thylaminopyridine (DMAP) pendant 16 heures. Apres 
rajout de 30 ml d'eau a pH 2, la solution est dialysee contre 1'eau i pH 2, puis 
lyophilisee, afin cTobtenir un produit blanc deprotegi (l,5g). 

La teneur en greffon I (r£sidu cystiique) est diterminee par reaction avec le DTNB, 
puis dosage spectrophotometrique. 



RfcSULTATS I 

[SH] pmol/mg collag&ne modifie = 0,229, soit environ 3,9 residus cysteiques pour 
100 A A de la chaine de collagene. 

Analyse calorimetrique : la temperature de fusion du gel physique en presence d* une 
IS solution tampon pH 7,4, est de 28° C. Ceci roontre que la triple htlice a ete detnrite 
tors de la modification chimique. 

EXEMPLE 3 : MODIFICATION D£ GELATINE PAR REACTION AVEC LE DMT <R\ 

R» « Hr R\ R 4 « CH,). 

20 

On effectue la dissolution de 1,5 g de gelatine dans un melange de 5 ml <Teau et 
30 ml de NMP. On y ajoute l t 5 g d'acide succinique. Apris Evaporation sous vide 
de I'eau, on obtient une solution anbydre et transparente k base de gelatine. 
Parallilement a cela, on prepare une solution de DMT active, par reaction de 1,18 g 

25 de DMT-COOH avec 1,17 g de CDI dans 10 ml de NMP, pendant 60 minutes k 
temperature ambiante. Les deux solutions sont ensuite m£lang£es ensemble pendant 
16 heures. Apres rajout de 30 ml d'eau a pH 2 V la solution est dialysee contre I'eau 
i pH 2, puis lyophilisfe, afin d'obtenir un produit blanc deprotege (1,5 g). 
La teneur en rdsidus cysteiques est ditermin6e par reaction avec le DTNB, puis 

30 dosage spectrophotometrique. 
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RfeSULTATS : 

[SH] (imol/mg collagene modifie « 0,229, soit environ 2,6 residus cysteiques pour 
100 AA. 

EXEMPLE 4 : MODIFICATION DE GELATINE PAR REACTION AVEC DE L'ACXDE 

CARBOXYUQU&4-THIAZOIJDINE (R 1 , R\ R* f R 4 ■ H)* 

On efFectue la dissolution de 1,5 g de gelatine dans un melange de 5 ml d'eau et 
10 ml de NMP. On ajoute k cela 1,5 g d'acide succinique* Apr&s Evaporation sous 
vide de I'eau, on obtient une solution anhydre et transparente a base de gelatine. 
Parallelement A cela, on prepare une solution de DMT activ6e par reaction de 1,0 g 
de 4-carboxy-thiazolidine (Aldrich) avec 1,17 g de CDI dans 10 ml de pendant 
60 minutes a temperature ambiante. Les deux solutions sont ensuite melangees 
ensemble pendant 16 heures. Apres I'ajout de 30 mi d'eau a pH 2, la solution est 
dialys6e contre I'eau k pH 2, puis lyophilisee. On Tecupere enfin un produit blanc 
deprotigi (1,5 g). 

La teneur en residus cystiiques est d&erminee par reaction avec le DTNB, puis 
dosage spectrophotomitrique. 

RfeSULTATS : 

[SH] pmol/mg collag&ne modify = 0,1 9 P soit environ 2,3 residus cysteiques pour 
100 AA. 

EXEMPLE 5 i OXYDATTQN DE COLLAGENE TRIPLE HELICE GREFTE PAR DU DMT 

AVEC LZAU OXYGENEEL 

Le produit obtenu dans l'exemple 1 est solubilise en milieu aqueux pH 3 & une 
concentration de 1 % et on coule la solution dans un moule. On ajoute de I'eau 
oxygenee pour obtenir une concentration finale de 0,3 % et on Iaisse reposer pendant 
24 heures. Le gel mou est ensuite rlcupere, lave & I'eau et stocks dans une enceinte 
humide. 
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L'analyse calorimetrique revile que la temperature de denaturation en solution tampon 
pH 7,4 est de 48° C. 

EXEMFLE6: OXYDATION DU COLLAGENE TRIPLE HEUCE GREFTE PAR DU DMT 

5 AVEC llODE. 

Le produit obtenu dans l'exemple 1 est solubilise en milieu aqueux pH 3 i une 
concentration de 1 % et on ajoute une solution tfiode (3 % I a -KI). On observe la 
disparition de la couleur caract&istique de l'iode et la formation d'un gel identique 
10 a celui obtenu dans Fexemple 2. 

EXEMPLE 7 : FTBRILLOGENESE ET OXYDATION DU COLLAGENE TRIPLE HELICE 

GREFFE AU DMT. 

15 Le produit obtenu dans l'exemple 1 est solubilisi a + 4° C en milieu aqueux de pH 2 
& une concentration de 3,5 g/I pendant 24 heures.- La solution ainsi obtenue est 
maintenue a 4° C. On lid ajoute une quantite de 0,2 M de phosphate de potassium 
(dibasique) pour atteindre un pH de 7,4. La solution est ensuite chauffee pour 
atteindre 24°C. Elle est maintenue a 24°C pendant 4 heures. Le milieu est ensuite 

20 centrifuge pour recuperer les morceaux dliydrogel, qui sont laves au tampon 
phosphate (pH 7,4) puis recentrifuges. L'analyse calorimetrique revfele que la 
temperature de ddnaturation en solution tampon pH 7,4 est de 48° C Les morceaux 
dliydrogel sont places dans une solution tampon£e (phosphate pH 7,4) & laquelle on 
ajoute de 1'eau oxyginee, pour obtenir une concentration finale de 0,3 %. On laisse 

15 ensuite reposer pendant 24 heures. Llydrogel est r6cvp6r6 par centrifiigation, lavi 
avec de l'eau tamponee (phosphate pH 7,4) et recentrifug*. L'analyse calorimetrique 
rdvile que la temperature de dinaturation est comprise entre 55-80° C 
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EXEMFLE8 : PROPRIETES MECANIQUES DE COLLAGENE-CYSTEINE ET DE 

GELATTNE^CySTEINEE OXYDES PAR VEAXJ OXYGENEE. 

Les produits obtenus dans les exemples 2 et 3 peuvent 6tre solubilis^s en milieu 
5 aqueux pH 3-10 k ime concentration de 10 %, On obtient un gel physique eh 
refroidissant les solutions. En suite, on peut demouier i'objet et on le place dans un 
bain d'eau oxyg6nee (4 1 %) refroidi k 4°C pendant 24 heures. Les gels reticules 
obtenus sont ensuite recuper£s du bain, laves k I'eau et stockes dans tine enceinte 
humide. 

10 Les modules de durete de la gelatine et du collagene ont 6ti mesur£s avec un appareil 
a compression utilisant un plongeant de section 12,5 mm 2 sur une 6prouvette de 
60 mm de diametre et 60 mm de profbndeur. 
Module de compressabilite 8 1*6 N/mm. 
Compression maximale a la rupture = 3-10 N. 
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REVINDICATIONS : 

1 • Biopolyrnere, en particulier collag£ne, modifie a I'aide de greffbns 
constitues par des residus de cysteine ou de ses derives ("residus cystliques") Ii6s £ 
des fonctions rgactives dont est porteur ledit biopolym&re et comprenant chacun au 

5 moins un groupement soufrS et au moins un groupement azote, tous deux proteges 
par un seul et mime groupement protecteur. 

2 - Biopolyrnere, en particulier collagene, selon la revendi cation 1, 
caracterise en ce que le greffon repond k la formule g&ierale suivante : 



10 



IS 




dans laquelle : 

• x est un nombre en tier et lorsque ce nombre entier est supers eur a 1, R 1 et R 2 
peuvent etre identtques ou difFerents de carbone a carbone, 

- y est un nombre entier, 

- R\ R 2 . R*. R 4 sont sernblables ou differents et represented lliydrogene ou un 
radical hydrocarbon^, de preference choisi parmi les alkyles lineaires et/ou cy cliques 
et/ou ramifife, les aryles, les aralkyles, les alcenyles, les aralcenyles, les alcynes ou 
les aralcynes, tous ces radicaux etant eventuellement substitues, et les alkyles 
inferieurs en C r C 6 6tant plus parti culierement pr£f&r£s, 

- R 5 est fhydrogene ou un radical hydrocarbon^, de preference choisi parmi les 
radicaux acyles, alkyloxycarbonyles, aryloxycarbonyles ou aralkyloxycarbonyles, 
lliydrogene itant plus parti culierement preftre. 

3 - Biopolymere, en particulier collag&ne, selon la revendication 2, 
caract&isS en ce que R 1 « R 2 » H ou CH 3 et R 3 = R* = CH,. 
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4 - Biocopolymere, en paniculier collagene, scion la revendication 1, 
caracterise en ce que le greffon (I) est fixe sur le biopolymere dans une concentration 
inferieure ou egale k 3,0 mmol de (I)/g de collagene. 

5 - Biopolymere, en particulier collagene thioie, caracterise en ce qu'il est 
obtenu k partir du biopolymere selon la revendication 1. 

6 - Biopolymtre, en particulier collagene. rdticule par formation de ponts 
disulfides, caracterise en ce qu'il est obtenu k partir du biopolymere selon la 
revendication 1. 

7 - Biopolymere, en particulier collagene thioie selon la revendication 1 
caracterise en ce qu f il se presente sous forme de triples helices non denatures et en 
ce que ces triples helices sont organisees et alignees en faisceau de mantere a former 
une structure fibreuse. 

8 - Procidi de preparation d'un biopolymere, en particulier de cpllag&ne, 
modifie, caract6ris^ en ce qu'il consist e, essentiellement : 

- a mettre le biopolymere de depart en presence d'un solvant, de 
preference organique, 

- a mettre en oeuvre au moms un greffon constitue par au moins 
un residu cystdique comprenant au moins un groupement soufre 
et au moins un groupement azote, to us deux proteges par un 
seul et mSme groupement protecteur, 

* k faire riagir le biopolymere solvate avec le greffon, 

- et k r6cup6rer le biopolymere ainsi modifie. 

9 - Procide selon la revendication 8, caracterise en ce que le greffon 
repond k la formule generate (r) sutvante : 
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- x est un nombre entier et lorsque ce nombre entier est superieur a 1, R 1 et R a 
peuvent etre identiques ou differents de carbone a carbone, 

- y est un nombre entier, 

- R\ R\ R 3 , R 4 sont semblables ou differents et represented lTiydrogene ou un 
S radical hydrocarbon*, de preference choisi parmi ies alkyles lineaires et/ou cydiques 

et/ou ramifies, les aiyles, les aralkyles, Ies alcenyles, les aralcenyles, les alcynes u 
les araicynes, tous ces radicaux etant eventuellement substitues, et les alkyles 
inferieurs en C r C 6 etant plus particulierement preftrfa, 

- R 5 est Iliydrogene ou un radical hydrocarbon*, de preference choisi parmi Ies 
10 radicaux acyles, alkyloxycarbonyles, axyloxycarbonyles ou aralkyloxycarbonyles, 

lliydrog&ne etant plus particulierement prtfire, 

- Z = H, halogene, OR 5 avec R* = H alkyle, aiyle ou aralkyle, imidazole ou autres 
residus mineraux ou organiques, aptes & conftrer au greffon une reactivate vis-i-vis 
des fonctions amines et/ou alcools du biopolymere, afin de former des liaisons 

IS covalentes de type ester et/ou amide. 

10 - Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que le 
biopolymere de depart est un collagene natif ou un ateiocollagene, denatures ou non, 
ou bien encore un melange d'au moins deux de ces differents collag&nes. 

11 - Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que R 1 *= R 2 « H 
20 et R 3 - R 4 m CH, dans le greffon (T). 

12 - Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que Ton active le 
reste carboxylique du greffon (T) avant de le faire reagir avec le biopolymere. 

13 - Procede selon la revendication 8 t caracterise en ce que Ton r£cup&r 
le biopolymere modifie par precipitation et/ou elimination du solvant, ladite 

25 elimination s'operant, de preference, par filtration, par gradient de densiti ou par 
evaporation. 

14 - Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que le 
biopolymire modifie est mis en presence (fun milieu aqueux de d£protection, de 
fa?on a obtenir du biopolymere thi ie. 

30 IS - Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que Ton soumet 

le biopolymere thioie & une oxydation apte £ amener fe biopolymere, en particulier 
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le collagene, a un etat au moins parti eilement reticule, par formation de poms 
disulfides. 

16 - Application du biopolyraere, en particular du collagene, selon la 
revendication 1, ou de celui obtenu par le proc&ie selon la revendication 8, dans la 
fabrication Particles utilisables en m£dedne, du type implants, protheses, peaux 
artiftcielles, pansements, revfitements de protheses, systemes a liberation control^ de 
principe actif, adh£si£s ou analogues. 
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